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PCR, 1985 yılında Kary Mullis tarafından ilk kez bilim 
dünyasına sunulmuş olup, günümüzde modern bilime 
önemli katkılar sağlamıştır. Bu yöntem moleküler 
teknolojideki önemli gelişmelerden biridir [1]. PCR, 
ortamda polimeraz enzimi ve sentez için uygun molleküler 
bulunması durumunda, özel bir DNA veya RNA dizisinin 
seçilip tanınması ve sayısal olarak artırılması esasına 
dayanan bir yöntemdir. Bu yöntem moleküler markırlar 
çalışmaları için alternatif bir yol sağlamaktadır [2,3]. 
Teknik, özellikle nükleik asitlerin amplifikasyonu gibi 
moleküler teknolojiler, sistematik ekoloji, biyoteknoloji, 
toprak mikrobiyolojisi, tıp, patoloji, bakteri, virüs, mantar ve 
protozoa gibi canlılardan kaynaklanan enfeksiyon 
hastalıkların teşhisinde yaygın olarak kullanılmaktadır 
[4,5,6].  

PCR, basit ve hassas olup,  temelde üç aşamadan 
oluşmaktadır. İlk basamak çift iplikli kalıp DNA 
molekülünün 90-95 oC’de denature olmasıdır [7,8]. Bu 
aşamada DNA tek iplikçik halini alır.  İkinci basamak, 37-
60 oC sıcaklıklar arasında primerlerin tek iplikçikli DNA 
molekülüne bağlanma aşamasıdır [9]. Üçüncü basamakta ise 
DNA zincirleri üzerine yapışan primerler ve DNA polimeraz 
enzimi (Taq DNA polymerase) vasıtasıyla istenilen DNA 
bölgesi çoğaltılır. DNA polimeraz enzimi 72 oC sıcaklıkta 
en iyi çalışma performansı gösterdiği için genel olarak tüm 
çoğaltma işlemleri bu sıcaklıkta yapılmaktadır [10]. Üç 
basamaktan oluşan (denatürasyon, annealing, ekstension) 
işlem bir PCR devrini temsil etmektedir. Bu işlem genel 
olarak 25-40 defa tekrar edilerek başlangıçtaki DNA 
dizisinden milyonlarca yeni DNA parçacığı çoğaltılmaktadır 
[8,9]. 
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Özet 
Nested PCR, PCR tekniğinin hassasiyetini artırmak için geliştirilen en popular yöntemlerden biridir. İstenilen DNA dizisinin bulunup 

çoğaltılmasında hassasiyeti 104 kat artırdığı tahmin edilmektedir. Bu reaksiyon mekanizmasında birbirini takip eden iki polimeraz zincir 
reaksiyonunu içermektedir. İlk amplifikasyonda hedef DNA’nın dış bölgesine özgün iki dış primer kullanılır ve uzun bölge çoğaltılır. 
İkinci amplifikasyon basamağında, ilk amplifikasyondan gelen bölgenin iç bölgesine bağlanan iki iç primer kullanılarak küçük bölgenin 
çoğaltılması sağlanmaktadır. İkinci PCR işleminden sonra ortada istenilmeyen DNA dizisi kalmamaktadır. Bu sistem günümüzde, Genetiği 
değiştirilmiş organizmalar (GDO), patojen teşhisinde, viral enfeksiyonlarda, genin ifadesinde, fungal tanıda ve birçok medikal alanda 
kullanılmaktadır. 
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Abstract 

The Nested PCR is one of the most popular methods for improving the specificity of the PCR techniques. It is assumed that Nested 
PCR increase 104 fold for accuracy of the amplification of the target DNA sequence. This reaction mechanism contains two consecutive 
polymerase chain reactions. The two specific primer of outer region of DNA are used and the long area is replicated at the first 
amplification. The two primers of inner area that is come from first amplification are used for reproduction of small area at the second 
amplification step. There is no undesirable DNA sequence after the second PCR step. Nowadays this system have been using for GMO, 
pathogen diagnosis, viral infections, gene expression, fungal diagnosis and many medical fields. 
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Bazı durumlarda ortam şartlarının optimum olmaması 
veya reaksiyona giren ürünlerin az veya çok olması gibi 
sebeplerden ötürü yanlış primer bağlanmaları, istenilen 
bantların elde edilememesi veya istenmeyen bantların 
çoğaltımı söz konusu olabilir. PCR işlemlerinde yüksek 
hassasiyet için; Mg+2 gibi gerekli iyonlar, primerler, 
dNTP’ler ve DNA Polimeraz’ın optimum 
konsantrasyonlarda olması, etkili denaturasyon, yüksek 
yapışma sıcaklığı, döngü sayısı ve uzunluğu, PCR cihazı 
(Thermal cycler) etkinliği, Tek zincirin kalitesi, PCR 
bileşenlerinin kalite ve miktarı önemlidir [11]. 

PCR tekniğinin bulunmasından bu yana pek çok metot 
geliştirilmiştir. Çoğaltılması istenilen DNA  dizisinin 
bilindiği durumlarda kullanılan metotlar; kantitatif PCR, 
revers transkriptaz PCR, kat fazlı PCR, touch down PCR, 
hot start PCR, multipleks PCR, asimetrik PCR ve nested 
PCR’dır. 

PCR tekniğinin spesifikliğini artırmak için geliştirilen 
yöntemlerden biri Nested PCR’dır.  Bu yöntem, birçok 
amplifikasyon ürünü içerisinden çoğaltılmak istenilen DNA 
dizisinin bulunup çıkarılmasını sağlayan oldukça spesifik bir 
yöntemdir. Nested PCR reaksiyonlarında birbirini takip eden 
iki polimeraz zincir reaksiyonu mevcuttur. Yöntemde 
istenilen amplifiye dizilerin iç bölgesinin çoğaltılması 
amacıyla dizayn edilen primerlerin kullanıldığı 2. PCR 
işlemi uygulanmaktadır. DNA segmentlerinin sekansı için 
iki primer çifti dizayn edilmiştir. Uygulanan ilk 
amplifikasyonda, hedef DNA dizisinin dış bölgesine özgü 
iki dış primer kullanılarak uzun bir bölgenin çoğaltılması 
gerçekleşmektedir. İkinci amplifikasyon mekanizmasında, 
ilk amplifikasyondan gelen bölgenin iç bölgesine bağlanan 
iki iç primer kullanılarak küçük alanın çoğaltılması 
sağlanmaktadır (Şekil 1.) [12]. 

Nested PCR’ın istenilen DNA dizisinin bulunup 
çoğaltılmasında hassasiyeti 104 kat artırdığı tahmin 
edilmektedir ve ikinci PCR işleminden sonra ortamda 
istenilmeyen DNA dizisi kalmamaktadır. İkinci PCR 
işleminde kullanılan primerlerin 3’ ucunda bulunan iki veya 
üç nükleotidlik dizi yöntemin hassasiyetini ortaya 
çıkarmaktadır. Eğer 3’ nükleotid dizisi hedef DNA dizisinin 
komplementeri değilse amplifikasyon meydana 
gelmeyecektir. Bu durumda hedef olmayan dizilerin 
çoğaltımı engellenecektir.  

Başlangıç ve ikinci PCR reaksiyonlarının her ikisi de 
herhangi bir kontaminasyon probleminden sakınmak ve 
manuplasyonları azaltmak için tek bir tüp içerisinde 
gerçekleştirilebilmektedir. Her iki primer de PCR 
reaksiyonu başlangıcında vardır ancak nested primerlerinin 
Tm (primer bağlanma sıcaklığı) değeri başlangıç 
primerlerine göre daha düşüktür. Başlangıç PCR 
programında yüksek sıcaklık uygulandığında, başlangıç 
dizisinin amplifikasyonuna izin verilirken, nested primerleri 
diziye bağlanamaz. Daha sonra ikinci PCR programında 
daha düşük sıcaklıkta, nested primerleri bağlanarak hedef 
dizilerin çoğaltılmasını sağlamaktadır. PCR reaksiyonları 
sonrası yapılan agaroz jel elektroforezi ile hem başlangıçtaki 
PCR ürünleri hem de daha küçük olan nested PCR ürünleri 
görülebilmektedir. Ancak başlangıç PCR ürünleri çoklu 
bantlar oluşturduysa veya nested PCR ürünleri kalitesizse 
jelde tanımlamak zor olabilmektedir.  

Yöntemin en önemli dezavantajı birincil amplifikasyon 
tüpünden ikincisine örnekler aktarılırken çok az da olsa 
çevreye örnek saçılması ve daha sonraki çalışmalarda hava 
yolu ile kontaminasyona neden olmasıdır. Bu nedenle iki tüp 
yerine tek tüpte, iki farklı reaksiyon ısısı kullanılması 
önerilmektedir [11]. 

 

 
Şekil 1. Nested PCR çalışma akışı 
 
Nested PCR’’  Teknolojisinin En Önemli 

Uygulama Alanları 
 
Hastalıkların teşhisinde 
Günümüzde Nested PCR metodu kullanılarak protozoa, 

bakteri ve virüs gibi birçok hastalık etmeni teşhis 
edilebilmektedir. Bu hastalıkların başında tüberküloz 
gelmektedir. Tuberküloz, dünya çapında ölümcül sonuçlar 
oluşturabilen bulaşıcı bir hastalıktır. Dünya nüfusunun 
hemen hemen üçte biri tüberküloz basili ile enfektedir. 
Tüberkülozun bulaşıcı bir hastalık olma sebebi halk için 
önemli bir sağlık sorunudur. Ülkemiz dâhil tüm dünyada 
ciddi bir şekilde mücadele edilmektedir [13,14]. Tüberküloz, 
klinik örneklerde aside dirençli basillerin (AFB) teşhisi ile 
belirlenebilmektedir [15]. Laboratuar AFB kültür metodu 
hassas ve duyarlıdır fakat bu kültür metodu yaklaşık 6-8 
hafta gibi uzun zaman almaktadır [16]. Son zamanlarda 
nükleik asit amplifikasyon teknolojisi gibi yöntemler 
kullanılarak, enfeksiyon yapan Mycobacterium tuberculosis 
gibi patojen mikroorganizmalar teşhis edilebilmektedir. 
Amplifikasyon teknolojisi kullanılarak birkaç saat içinde 
olası tüberkulozun varlığı ortaya çıkarılabilmektedir [17]. 
Nested PCR’ın pek çok farklı klinik örnekten 
Mycobacterium tuberculosis kompleks türlerinin 
belirlenmesinde etkin olduğu gösterilmiştir [18]. 

Shukla ve ark. (2011), 140 tüberküloz şüpheli hastada, 
Mycobacterium tuberculosis’in akciğer ve diğer organlarda 
teşhisi için nested PCR değerlendirmesi yapmıştır ve Nested 
PCR amplifikasyonun özellikle akciğer haricindeki 
organlarda Mycobacterium tuberculosis’in hızlı ve hassas 
tespiti için kullanışlı olduğu kanısına varmışlardır [17].   

Tüberkülozun yanı sıra Q humması, şark çıbanı gibi 
önemli hastalıkların teşhisinde de Nested PCR’dan 
yararlanılmaktadır. Ogawa ve ark.(2004), Coxiella 
burnetii’nin neden olduğu Q humması teşhisinde nested 
PCR yönteminin etkinliğini araştırdıkları bir çalışmada, 
yöntemin diğer PCR yöntemlerine göre 10 kat daha hassas
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olduğunu tespit etmişlerdir. Diğer yöntemlerde görülen 
spesifik olmayan bantların nested PCR yönteminde 
görülmediği ve net sonuç verdiği bildirilmiştir [19]. 

Bununla birlikte Leptospira cinsine ait bakterilerin 
neden olduğu dünya çapında yaygın hastalıklardan biri olan 
Spiroket hastalığı Nested PCR’ın yüksek hassas ve özgül 
olma özelliği ile hayvanların yanı sıra insanlarda da teşhis 
edilebilmektedir [20,21]. 

Şark çıbanı, Leishmania tropica ve Leishmania major 
tarafından Orta Doğu, Brezilya ve Peru’da yaygın olarak 
görülen önemli bir hastalıktır [22]. Dünya genelinde yıllık 
1.500.000 Leishmania vakası tespit edildiği bildirilmiştir 
[23]. Leishmania tanısında izoenzim analizleri, monoklonal 
antikorlar, DNA hibridizasyon metodları, şizoderm 
analizleri ve diğer moleküler teknikler kullanılmaktadır [24]. 
Leishmania türleri moleküler metodlarla, hem kinetoplast 
DNA hem de kromozomal DNA kullanılarak teşhis 
edilebilmektedir [25].  Maraghi ve ark. (2007), klinik 
örneklerden Leishmania türlerinin tanısında Nested PCR’ın 
güvenilir ve hassas bir yöntem olduğunu ve epidemiyolojik 
araştırmalarda kullanılabileceğini önermektedir [26].  

Mikoloji alanında ilk PCR uygulaması 1990 yılında 
fungusların taksonomik ve filogenetik akrabalıklarını 
göstermek için rRNA dizi analizi ve amplifikasyonu 
yapılmıştır [27]. Ancak örnekte az miktarda 
mikroorganizma olduğu zaman PCR’ın hassas olmadığı ve 
hassasiyeti artırmak için Nested-PCR yöntemi kullanıldığı 
bildirilmiştir. Yöntemin birinci periyodunda tek primer çifti 
ile 15-30 kez çoğaltılan ürünler yeni bir reaksiyon tüpüne 
transfer edilerek transfer edilerek internal dizilere spesifik 
sekonder primer çiftleri kullanılarak ikinci bir çoğaltmaya 
tabi tutulmakta ve elektroforezle spesifik bantlar 
belirlenmektedir [28,29].  

Serebral sıvılarda Candida Neoformans’ın saptanması 
için nested PCR yönteminin kullanıldığı bir çalışmada, 
kültür ile Cryptococcal menenjit teşhisi yapılmış olan 21 
hastada fungusa ait DNA pozitif, 19 kontrol hastasında ise 
negatif bulunmuştur. Çalışma sonucunda Nested PCR 
yönteminin Cryptococcal menenjit tanısında etkin bir 
yöntem olduğu belirlenmiştir [30]. Benzer şekilde okülar 
sıvılarda C. albicans türünün rRNA dizilerine özgü primerler 
kullanılarak yapılan nested PCR uygulaması sonucunda 
fungusa ait DNA saptandığı bildirilmiştir [31]. 

Serolojik testler, PCR ve Nested PCR yöntemleri 
kullanılarak Pulmonar aspergillosis teşhisinin yapıldığı bir 
çalışmada Aspergillus DNA’sının serum örneklerinden 
saptanmasında, bu 3 yöntem arasında en hassas yöntemin 
Nested PCR yöntemi olduğu bildirilmiştir [32]. Nested PCR 
amplifikasyonu ile Candida neoformans, Candida albicans, 
Aspergillus gibi fungal organizmaların teşhisi ile orkidelerde 
patojen olarak etken olan phytophthora tanımlanması da 
yapılabilmektedir [33].  

Viral Tanıda etkili antiviral tedavinin geliştirilmesi ile 
uçuk virüslerin (HSV) enfeksiyonlarının hızlı ve duyarlı  
tanımlanması ihtiyacı  artmıştır [34,35].  HSV’nin çeşitli 
klinik belirtileri, merkezi sinir sistemi ve diğer mukozalarda 
benzerlik göstermesi nedeniyle kesin tanı etkin klinik 
yöntemi için anahtar olmuştur. Beyin omurilik sıvısındaki 
(CSF) HSV DNA’sının algılanması, merkezi sinir sistemi 
enfeksiyonlarını tanımlamak için kullanılmaktadır. 
CSF’deki HSV DNA’sını algılamaya yetecek kadar hassas 
ve net oldukları için, Nested PCR gibi nitelikli PCR 
denemeleri southern blot hibridizasyonu ile birlikte 
enfeksiyon tanısında kullanılmaktadır [36].  

Benzer şekilde mavi dil hastalığı, rastık hastalığı gibi, 
bitki, hayvan ve insanlarda bakteri, virüs ve fungusların 

neden olduğu birçok hastalığın tanısında nested PCR 
yönteminden yararlanılmaktadır [37,38]. 

 
Genetiği Değiştirilmiş Organizmaların Teşhisinde 
 1996 yılından beri pek çok transgenik bitki yaygın 

olarak yetiştirilmekte ve marketlerde satılmaktadır. 
Marketlerde yer alan mısır, buğday, soya fasulyesi gibi gıda 
maddelerinin %60’ının genetiğinin değiştirilmiş olduğu 
tartışılmaktadır. Moleküler genetik yöntemler ile 
organizmalara istenilen çeşitli genlerin transferi yapılarak 
yiyeceklerin raf ömrü uzatılabilmekte ve görüntüsü cazip 
kılınabilmektedir. Nested PCR protokolleri, çeşitli gıdalarda 
genetiği değiştirilmiş organizmaların varlığını saptamada 
güvenilir bir yöntem sağlayacaktır. Nested PCR yöntemi 
genetiği değiştirilmiş gıdalarının tespitinde yanlış pozitif ve 
yanlış negatif etkileri ortadan kaldırabilmektedir [39,40]. 

 
Gen ekspresyonu 
Ökaryot ve prokaryotlar da genin faaliyeti 

transkripsiyon seviyesinde düzenlenmektedir. Genin 
transkripsiyon kontrolü, hücrenin fonksiyonu ve canlılığın 
devamı için büyük öneme sahiptir. Genin ifadesi DNA’dan 
oluşan genlerde bulunan kalıtsal bilginin ilgili gen 
ürünlerine aktarılmasıdır. Gen ifadesinin ilk aşaması olan 
transkripsiyon, yapısal olarak korunmuş olan DNA-bağımlı 
RNA polimerazlar tarafından gerçekleşmekte ve bir DNA 
kalıbından RNA molekülünün sentezlenmesi ile son 
bulmaktadır.  Ökaryot ve prokaryot genomların 
organizasyonlarının çok farklı olması sebebi ile genin 
ekspresyonu hem ökaryotlarda hem de prokaryotlarda 
farklılık göstermektedir. Prokaryotlarda sadece tek bir RNA 
polimeraz bütün RNA’ların (tRNA, mRNA, rRNA) 
transkripsiyonundan sorumlu iken, ökaryotlarda farklı RNA 
türleri, farklı RNA polimerazlar tarafından 
sentezlenmektedir [41].  Lazer Mikrodiseksiyon ile başarılı 
bir şekilde mikrodiseksiyona uğratılan prokaryotik ve 
ökaryotik hücrelerde Nested PCR yöntemi uygulanarak hem 
DNA hem de cDNA analizi yapılabilmektedir [42]. 

Sonuç olarak, bu derlemede genetiği değiştirilmiş 
organizmaların teşhisi, gen ifadesi, hastalıkların teşhisi gibi 
birçok alanda giderek önemi daha da artan PCR 
tekniklerinden bir tanesi olan Nested PCR yönteminin 
hassasiyeti ve önemi anlatılmıştır. Nested PCR, klasik kültür 
yöntemleri ve diğer PCR uygulamalarına oranla çok daha 
hassas bir yöntemdir ve bu hassasiyet iki aşamalı PCR 
uygulamasından kaynaklanmaktadır. Nested PCR 
uygulamalarının ilerleyen zamanlarda farklı hastalıkların 
teşhis ve tanısında da kullanılacağı ve güvenilir sonuçlar 
alınacağı tahmin edilmektedir.   
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